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RESUMO 
 
 
 
 
xii 
Desde 1986 acidentes causados pelo contato com lagartas de mariposas da espécie Lonomia 
obliqua vêm sendo notificados na Região Sul do Brasil. O envenenamento humano por esta 
espécie resulta em alterações do sistema de coagulação, caracterizando um quadro de 
coagulação intravascular disseminada, associado a uma síndrome fibrinolítica severa.  
Estudos demonstraram que o veneno da Lonomia obliqua contém um ativador de fator X e 
um ativador de protrombina. Uma proteína ativadora de protrombina, denominada LOPAP 
(“Lonomia obliqua prothrombin activator protease”) foi isolada e caracterizada bioquímica 
e fisiologicamente. Esta enzima é uma serino protease de 69 kDa. Quando testada in vivo, a 
LOPAP leva à formação de microcoágulos, hemorragia microvascular e pulmonar, sangue 
incoagulável e uma infiltração leucocitária pulmonar em ratos. 
Neste trabalho, através de cromatografia de exclusão, seguida por cromatografia de fase 
reversa (HPLC) isolou-se uma proteína de 20745.7 Da do extrato de cerdas de L. obliqua. 
Durante o processo, foi avaliada a atividade ativadora de fator X humano purificado in 
vitro, através de ensaio de cinética enzimática com o uso de substratos cromogênicos. A 
proteína ativa isolada apresentou imunorreatividade com o soro-antilonômico, produzido 
pelo Instituto Butantan. Com o uso de técnicas aplicadas a proteômica, determinou-se a 
seqüência de aminoácidos da proteína com atividade tipo fator Xa. Trata-se de uma 
proteína nova, ainda não seqüenciada, a qual apresenta grande identidade com proteínas da 
família das lipocalinas.  
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ABSTRACT 
 
 
 
 
xiv 
Since 1986 accidents caused by contact with caterpillars of butterflies of the Lonomia 
obliqua species comes being notified in the South Region of Brazil. The human 
envenoming for this species results in alterations of the coagulation system, characterizing 
a disseminated intravascular coagulation, associated to a severe fibrinolytic syndrome. 
Studies had demonstrated that the venom of the Lonomia obliqua contains a factor X and a 
prothrombin activator. An activator protein of prothrombin, called LOPAP  
(“Lonomia obliqua prothrombin activator protease”) was isolated and biochemist and 
physiologically characterized. This enzyme is a serine protease of 69 kDa. When tested in 
vivo, the LOPAP leads to thrombus formation, microvasculary and pulmonary hemorrhage, 
unclottable blood and leukocyte infiltration in the lungs at rats. 
In this work, through chromatography of exclusion, followed by phase reverse 
chromatography (HPLC), it was isolated a 20745.7 Da protein of the spicules extract of  
L. obliqua. During the process, it was evaluated the purified human factor X activator 
activity in vitro, through kinetic assay with the chromogenic substrate use. The isolated 
protein presented factor Xa like activity and presented immunorreactivity with the 
antilonomic serum, produced by Butantan Institute. Using techniques applied to the 
proteomic studies, it was determined the amino acid sequence of the protein with factor Xa 
like activity. It is a new protein, not yet sequenced, which has large identity with lipocalins 
family protein. 
 
Abstract 
xv
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1- INTRODUÇÃO GERAL 
16 
A incidência de acidentes causados por insetos não é conhecida, embora a 
hipersensibilidade provocada pela picada de himenópteros (abelhas, vespas e formigas) seja 
de grande importância médica. Da mesma forma, não há dados precisos sobre a incidência 
e o real dimensionamento de acidentes causados por lepidópteros (mariposas e borboletas), 
embora se tenha conhecimento da existência de mais de duzentas espécies irritativas de 
lepidópteros (Brasil, 1998). 
 
1.1- Acidentes causados por lepidópteros 
Dentre os artrópodes, encontra-se uma diversidade de animais portadores de 
toxinas prejudiciais ao homem, inclusive na classe Insecta. A ordem Lepidoptera 
(borboletas e mariposas) representa um desses grupos. Mais de 60 gêneros de taturanas 
capazes de causar acidentes em humanos têm sido descritos, e são divididos entre as 
subordens Rhopalocera (borboletas) e Heterocera (mariposas). Nesta última encontra-se a 
família Saturniidae, cujos membros são encontradas no mundo inteiro. Na família 
Saturniidae, o gênero Lonomia, principalmente as espécies Lonomia achelous (Cramer) e 
Lonomia obliqua (Walker), é conhecido como causador de acidentes graves em humanos. 
Cerca de 1000 casos foram relatados em diferentes paises da América do Sul, incluindo 
Argentina, Brasil, Guiana Francesa, Paraguai, Peru e Venezuela (Arocha-Piñango e 
Guerrero, 2000). 
O gênero Lonomia é identificado como responsável por alterações 
hemorrágicas na década de 1970 por Lemaire (Lemaire, 1972a,b). A captura de lagartas 
responsáveis por acidentes hemorrágicos na Venezuela (Arocha-Piñango, 1967;  
Arocha-Piñango, Layrisse, 1969) permitiu a identificação e caracterização desses animais 
como Lonomia achelolous (Cramer). 
Casos semelhantes aos ocorridos na Venezuela são relatados no sudeste do 
Estado do Amapá e noroeste da Ilha de Marajó, no Pará (Fraiha et al., 1986). Levantamento 
retrospectivo de casos e óbitos levou à detecção de 26 acidentes hemorrágicos, num período 
de cinco anos, e 12 óbitos, sugerindo os autores uma letalidade superior a 38%.  
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A partir de larvas coletadas em áreas de acidente, foi realizada a identificação específica de 
exemplar adulto macho, revelando tratar-se de Lonomia achelous, a mesma espécie 
encontrada na Venezuela. 
Em 1989, acidentes semelhantes passaram a ocorrer na Região Sul do país, no 
norte do Rio Grande do Sul e oeste de Santa Catarina. Nesta ocasião pouco se conhecia 
acerca das propriedades farmacológicas do veneno de Lonomia, sobre as características de 
seu ciclo de vida e sobre os aspectos clínicos conseqüentes ao contato com suas cerdas. O 
conhecimento disponível sobre o gênero Lonomia baseava-se principalmente nos estudos 
realizados na Venezuela, com a espécie L. achelous (Arocha-Piñango, 1967; Arocha-
Piñango e Layrisse, 1969; Arocha-Piñango et al., 1988). 
As lagartas responsáveis pelos acidentes nos estados de Rio Grande do Sul, 
Santa Catarina e Paraná foram classificadas por Lemaire como Lonomia obliqua (Walker) e 
somente em 1995, é apresentada uma revisão sobre os principais aspectos clínicos do 
quadro hemorrágico causado pela inoculação do veneno de L. obliqua, além de estudos in 
vitro e in vivo utilizando hemolinfa e extratos de cerdas (Kelen et al., 1995).  
 
1.2- Ciclo biológico da Lonomia obliqua  
O ciclo biológico da L. obliqua é composto por quatro fases distintas: ovo  
(fase embrionária), larva, pupa e adulta (mariposa), sendo a fase larval a única a apresentar 
perigo de causar envenenamento (Lorini e Corseuil, 2001). 
Os fatores externos como nutrição, temperatura, criação, parasitismo e sexo, 
aliados às variações individuais de cada espécime, influenciam nas alterações de duração, 
quantidades de instares (estágios de crescimento da fase larval), coloração e tamanho das 
larvas. 
A fase embrionária corresponde a um período de aproximadamente 30 dias que 
se encerra com a eclosão dos ovos, os quais são uniformes e de cor verde claro. Durante a 
fase de larva, que dura em média 60 dias, ocorrem seis instares. 
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As lagartas de L. obliqua são polífagas, possuem comportamento gregário 
desde a eclosão até a fase de pré-pupa. Geralmente ficam agrupadas nos troncos de árvores 
durante o dia, saindo à noite para se alimentarem das copas. São encontradas 
freqüentemente em árvores frutíferas comestíveis e nativas.  
O hábito das lagartas, de se reunirem em colônias nos troncos 
(aproximadamente um metro do solo) durante o dia, facilita o contato e a ocorrência de 
acidentes em humanos. O acidente ocorre pelo contato da pele humana com as cerdas das 
lagartas. Estas cerdas desenvolvem-se a partir de células tricógenas (células formadoras do 
pêlo), diferenciadas de células da epiderme. 
Antes de formarem a pupa, elas entram em uma fase de pré-pupa, onde param 
de se alimentar e se isolam embaixo dos restos vegetais ao redor do tronco da árvore 
hospedeira, para eliminar sua exúvia. As pupas têm cor castanho-avermelhada e duram em 
média 70 dias. 
Na fase adulta, as mariposas mostram dimorfismo sexual na cor, tamanho e no 
tipo de antena. Os machos geralmente possuem um tamanho médio de 60 mm de 
envergadura e com as antenas bipectinadas. A face dorsal das quatro asas é de cor amarela 
forte, muitas vezes com mudança em tom rosado. As fêmeas possuem um tamanho médio 
de 80 mm e com as antenas filiformes (Lorini, 1999). A face dorsal das asas é de tonalidade 
castanho-acinzentada, geralmente com nuanças cinzento rosadas. A figura 1 mostra 
exemplares do ciclo biológico da L. obliqua. 
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Figura 1- Ciclo biológico da Lonomia obliqua. Ovos (A), lagarta (B), pupa macho (C1) e 
fêmea (C2), mariposa fêmea (D3) e macho (D4) 
Atribui-se à derrubada de matas nativas em várias regiões do Rio Grande do 
Sul, Santa Catarina e Paraná, a migração de L. obliqua para a região rural, aumentando 
assim o número de acidentes por contato com as lagartas. Além do desmatamento, a 
expansão agrícola com o uso desmedido de agrotóxicos, talvez tenha levado à diminuição 
dos predadores naturais e, conseqüentemente, a uma expansão da espécie em ambientes 
mais próximos ao homem. 
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1.3- Toxinologia do gênero Lonomia 
1.3.1- Mecanismo de ação do veneno  
Até a ocorrência dos primeiros acidentes no Sul do país, estudos bioquímicos e 
farmacológicos sobre a composição do veneno de Lonomia e seus mecanismos 
fisiopatológicos eram disponíveis somente para a espécie L. achelous. 
O acidente com L. achelous afeta os mecanismos de coagulação e fibrinólise do 
sangue, resultando na diminuição drástica de fibrinogênio, fator V, fator VIII, 
plasminogênio e α2-antiplasmina e da atividade da proteína C, um inibidor natural da 
coagulação. Concomitantemente há o aumento do nível plasmático de fator de von 
Willebrand, fator VIII e produtos de degradação de fibrinogênio e de fibrina. Estas ações 
indicam uma coagulopatia de consumo intensa associado à ativação da fibrinólise  
(Arocha-Piñango e Guerrero, 2000; Arocha-Piñango e Guerrero, 2001). 
A atividade coagulante do veneno de L. achelous se dá pela ativação do fator X 
(Arocha-Piñango e Pepper, 1981) e da protrombina (Guerrero e Arocha-Piñango, 1992), 
enquanto a sua atividade anticoagulante deve-se à degradação do fator XIII (Guerrero et al., 
1997a,b), à hidrólise generalizada do fibrinogênio (Arocha-Piñango et al., 1981), e à uma 
potente atividade fibrinolítica (Arocha-Piñango, 1967; Arocha-Piñango, 1973;  
Arocha-Piñango e Pepper, 1981). Duas isoformas da enzima responsável por esta última 
atividade (Achelase I e II) foram purificadas e caracterizadas (Amarant et al., 1991). Estas 
duas proteínas, com peso molecular de 22.4 e 22.7 kDa, degradam fibrina com uma 
preferência para a cadeia α > β >> γ, produzindo assim fragmentos de peptídeos muito 
semelhantes aos produzidos pela ação da tripsina. 
Estudos in vitro demonstraram que o extrato de cerdas de L. obliqua não possui 
atividade do tipo trombina, mas é capaz de iniciar a coagulação através da ativação do fator 
X e da protrombina, sendo esta última dependente de cálcio (Donato et al., 1998). 
Atividades semelhantes foram relatadas para L. achelous (Arocha-Piñango e Pepper, 1981; 
Guerrero e Arocha-Piñango, 1992).  
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Uma proteína ativadora da protrombina, denominada LOPAP  
(“Lonomia obliqua prothrombin activator protease”), foi isolada do extrato de cerdas e 
caracterizada bioquímica e fisiologicamente (Reia et al., 2001a,b). Esta enzima é uma 
serino protease de cadeia única, de 69 kDa, cuja atividade enzimática é potencializada pelo 
cálcio. A determinação da seqüência parcial dos amino ácidos da região N-terminal mostra 
que há pouca identidade com outros ativadores de protrombina (Reis et al., 2001a). Testes 
in vivo demonstram que a LOPAP induz a formação de trombos, hemorragia microvascular 
e pulmonar, não coagulação do sangue e uma infiltração leucocitária pulmonar em ratos 
(Reis et al., 2001b). 
A Tabela 1 mostra os componentes do veneno de Lonomia sp capazes de atuar 
na coagulação. 
 
Tabela 1- Principais proteínas identificadas em extratos de cerdas e hemolinfa de espécies 
de Lonomia. 
Espécie Nome da proteína Atividade 
Lonomia achelous Lonomina II (achelases I e II) Atividade tipo plasmina 
 Lonomina III Ativador da protrombina 
 Lonomina IV Atividade tipo Fator Xa 
 Lonomina V Proteólise do Fator XIII 
Atividade tipo uroquinase 
 Lonomina VI:a Ativador de Fator V 
 Lonomina VI:i Inibidor de Fator V 
 Lonomina VII Atividade tipo calicreína 
Lonomia obliqua LOPAP Ativador da protrombina 
 (Não reportado) Ativador do Fator X 
 Lonomiatoxina Atividade tipo fosfolipáse A2 
Fonte: Arocha-Piñango e Guerrero (2000). 
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1.3.2- Quadro clínico do envenenamento 
Os acidentes com Lonomia ocorrem através do contato das lagartas com a pele 
da vítima. Neste contato, as cerdas da lagarta penetram na pele, sendo inoculado o veneno.  
As manisfestações locais iniciam-se com dor como queimadura, edema, 
hiperemia, prurido e adenopatia regional. Lesões eritematosas podem ocorrer, em função do 
contato com as cerdas. 
Evidências da presença de alterações sistêmicas provocadas pelo veneno de 
lepidópteros foram descritas por Alvarenga em 19121. No entanto, somente na década de 
1960 com as primeiras descrições de envenenamento com L. achelous, chamou-se a 
atenção para a presença de manifestações em locais distantes do sítio de contato, 
caracterizadas por sangramentos espontâneos ou provocados, de intensidade variável, 
porém potencialmente responsáveis por casos graves. 
O contato com larvas de L. achelous causa dor e sensação de calor no local do 
contato, muitas vezes seguido de cefaléia, dores generalizadas, mal estar e febre. Entre duas 
e 72 horas após o contato, foi verificado o aparecimento de hematomas e sangramentos, 
sendo caracterizados por epistaxes, otorragia, enterorragia, metrorragia e equimoses 
generalizadas. 
Distúrbios na coagulação sanguínea foram detectados por meio do tempo de 
coagulação, da atividade de protrombina, tempo de trombina e dosagem de fibrinogênio 
plasmático por até 20 dias após o contato com as lagartas (Arocha-Piñango, 1967; Arocha-
Piñango e Layrisse, 1969). Os pacientes geralmente mostram um número de plaquetas 
normal, mas baixos níveis de fibrinogênio e tempos muito prolongados de TP (tempo de 
protrombina), TTP (tempo de tromboplastina parcial) e TT (tempo de trombina). 
A intensidade das alterações no sistema de coagulação e a gravidade dos 
acidentes por L. achelous foi confirmada por Fraiha et al. (1986) no Brasil. No Amapá e 
Ilha de Marajó, no Pará, em locais de plantação de seringueiras de várzea, foram 
                                            
1 Alvarenga 1912 apud Kelen EMA, Picarelli ZP, Duarte AC. Hemorrhagic syndrome induced by contact 
with caterpillar of the genus Lonomia (Saturnidae, Hemileucinae). J Toxinol Toxin Rev 1995; 14(3): 283-308. 
registrados 26 casos em um período de cinco anos, com 12 óbitos. O quadro hemorrágico 
de natureza sistêmica foi composto por hematomas, hemorragia gengival, uterina, de leito 
ungueal, hematúria, epistaxe, hematêmese e melena, após o contato com lagartas de L. 
achelous. 
Foi relatado por Arocha-Piñango et al. (1988) a evolução fatal por hemorragia 
cerebral difusa, cuja necropsia evidenciava ainda a presença de sangue na cavidade renal e 
peritoneal. 
Em 1989, complicações renais motivaram a internação dos primeiros casos 
descritos no Rio Grande de Sul (Duarte et al., 1990). Um dos pacientes havia sido admitido 
em anúria, com diagnóstico de insuficiência renal aguda (IRA), enquanto outro apresentava 
hematúria franca e choque hipovolêmico, tendo posteriormente evoluído com IRA. Ambos 
os pacientes haviam tido contato com lagartas, orugas, nome popular na Região Sul do país. 
O número de casos registrados na Região Sul do Brasil superou a casuística da 
Venezuela. Em quatro anos, 33 acidentes foram descritos no Rio Grande do Sul, com 
evolução para insuficiência renal aguda em seis pacientes. A gravidade desses acidentes 
também ficou evidenciada com o registro de quatro óbitos, um por hemorragia pulmonar 
maciça e três por hemorragia intracraniana (Duarte et al., 1996).  
No período de dezembro de 1989 a fevereiro de 1994, 155 pacientes haviam 
sido admitidos no Hospital São Vicente de Paulo, em Passo Fundo, Rio Grande do Sul, 
com diagnóstico de acidente lonômico (Kelen et al., 1995). Da mesma forma que os casos 
observados na Venezuela e na Região Norte do Brasil, a maioria dos pacientes apresentava 
quadro local inflamatório semelhante a outros lepidópteros conhecidos. Chamava a atenção 
à ocorrência de mal estar, cefaléia, náuseas e vômitos como manifestações que, muitas 
vezes, antecediam ao aparecimento de sangramentos. Os principais sinais do acidente 
lonômico são apresentados na figura 2. 
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Figura 2- Sinais do envenenamento por L. obliqua. A- edema, B- equimoses espontâneas, 
C- hematúria e D- hemorragia intracraniana. 
 
Os aspectos epidemiológicos do acidente lonômico foram analisados por Duarte 
(1997), a partir da observação de 286 casos, atendidos em Porto Alegre, Rio Grande do Sul. 
De dezembro de 1998 a junho de 2000, 201 pacientes com acidente lonômico 
foram atendidos na emergência do Hospital Regional de Chapecó, em Santa Catarina. 
Dentre estes 105 foram incluídos em um estudo de caracterização do efeito do 
envenenamento por Lonomia nos parâmetros do sistema de coagulação do sangue  
(Zannim et al, 2003). 
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1.3.3- Tratamento do envenenamento 
A reposição de hemácias e a administração de fatores de coagulação e de 
drogas antifibrinolíticas constituíam as ferramentas disponíveis no controle das alterações 
hemostáticas até a década de 1980. É referida a recuperação dos pacientes, ainda que o 
tempo necessário para a normalização da coagulação tivesse sido bastante prolongado  
(duas a cinco semanas), com a utilização de concentrado de hemácias, prednisona, 
concentrado de fibrinogênio e antifibrinolíticos (Arocha-Piñango, 1967; Arocha-Piñanga e 
Layrisse, 1969). 
Dentre os antifibrinolíticos, os mais empregados foram aprotinina (Trasylol®) e 
o ácido épsilon-amino-capróico – EACA (Ipsilon®). Em 1977, Arocha-Piñango et al. 
mostraram a evolução de dois pacientes que utilizaram aprotinina onde em um deles os 
níveis de fibrinogênio plasmático permaneceu abaixo de 100 mg até 14 dias após a 
instituição da terapêutica. 
A primeira tentativa de comparação entre os esquemas terapêuticos até então 
preconizados foi realizada com três grupos de tratamento não aleatorizados e 
acompanhamento de oito pacientes (Arocha-Piñango et al., 1988). Os resultados dos 
exames realizados 72 horas após o início do tratamento mostraram que os pacientes que 
receberam sangue total ou plasma fresco permaneceram com níveis baixos de plaquetas, 
plasminogênio e fatores de coagulação e aumento muito discreto do fibrinogênio 
plasmático. Aqueles submetidos ao tratamento com a aprotinina e/ou EACA em adição à 
terapêutica de reposição e os que receberam fibrinogênio humano, os fenômenos 
hemorrágicos teriam cessado poucas horas após o tratamento. 
O tratamento com reposição de sangue total, plasma e crioprecipitado 
apresentou exacerbação das manifestações clínicas do envenenamento (Arocha-Piñango  
et al., 1992). 
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Ácido amino-capróico 
O ácido épsilon-amino-capróico (EACA) é um aminoácido sintético com ação 
antifibrinolítica que provoca saturação dos sítios de ligação de lisina do plasminogênio, 
deslocando-o da superfície da fibrina (Mannucci, 1998). No Brasil, recebe o nome 
comercial de Ipsilon® (Nikkho). É prontamente absorvido pelo trato gastrointestinal 
atingindo, por via oral a concentração plasmática máxima em cerca de duas horas. A 
distribuição é ampla, tanto no compartimento extravascular, como no intravascular. Com 
meia-vida de aproximadamente 80 minutos, a maior parte do EACA não é metabolizada, 
mas excretada na forma ativa pela urina, concentrando-se primariamente no rim por 
processo de filtração e reabsorção tubular. É indicado no tratamento das hemorragias 
induzidas por hiperfibrinólise, por agentes trombolíticos, edema angioneurótico hereditário, 
menorréia primária ou induzida; na prevenção de sangramentos excessivos e na redução do 
uso de hemoderivados em cirurgias de grande porte, de recidivas de hemorragias 
subaracnóides e, após extração dentária, em hemofílicos (Verstraete, 1985). 
Soro antilonômico 
Com o aumento dos casos no Sul do Brasil a partir de 1989, a demanda por um 
tratamento realmente efetivo deu origem à produção do soro antilonômico, a partir de 
extrato de cerdas de lagartas contendo o veneno inoculado em cavalos (Dias da Silva et al., 
1996) e, esquemas de imunização análogos aos demais soros antipeçonhentos (Rocha-
Campos et al., 2001). 
O único tratamento adequado e eficaz no momento é a administração do soro 
antilonômico, produzido pelo Instituto Butantan (Brasil, 1998), que tem se mostrado eficaz 
na reversão da coagulopatia tanto em experimentos com animais (Dias da Silva et al., 1996; 
Rocha-Campos et al., 2001) como em pacientes envenenados (Fan, 2002; Zannim et al, 
2003). O antiveneno é fornecido na forma líquida, em ampolas de 10 mL. 
A potência do soro antilonômico foi determinada estimando-se a dose de 
antiveneno necessária para proteger camundongos contra o efeito da incoagulabilidade 
sanguínea provocada pelo extrato de cerdas. Assim foram obtidas a dose mínima de extrato 
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capaz de induzir a não coagulabilidade sanguínea em 50% do grupo (DI-50) e a dose 
efetiva capaz de reverter a não coagulabilidade em 50% do grupo (DE-50). Os testes de 
neutralização da ação de toxinas presentes no extrato por anticorpos específicos presentes 
no soro antilonômico mostraram que as moléculas de IgG eram capazes de inibir in vitro o 
efeito de não coagulabilidade sanguínea provocado pelas doses de extrato de cerdas de 3 
DI-50, com uma dose eficaz de 50% do grupo (DE-50) de 38,61 μl e uma potência de 0,29 
mg/mL. 
Baseado nos relatos de Arocha-Piñango, recomendava-se também o uso do 
antifibrinolítico ácido épsilon-amino-capróico (EACA) no tratamento destes acidentes 
(Brasil, 1998). Porém, um estudo clínico recente (Fan, 2002) mostrou claramente que a 
associação do EACA ao anti-soro não melhora a resposta terapêutica. A quantidade de anti-
soro a ser administrada é determinada pela gravidade do acidente, sendo recomendado 
apenas para os casos moderados e severos (Brasil, 1998; Fan, 2002). A classificação do 
acidente lonômico no Brasil é realizada de acordo com a gravidade do evento, conforme 
indicado a seguir: 
Grau 0 (leve): pacientes com envenenamento local e sem alteração da 
coagulação ou sangramento até 24 horas após o acidente confirmado. Não recebem o soro 
antilonômico. 
Grau I (moderado): pacientes com alteração da coagulação e/ou manisfestações 
hemorrágicas em pele e/ou mucosas. Recebem o soro antilonômico (dose recomendada: 
cinco ampolas de 10 mL cada). 
Grau II (severo): pacientes com alteração de coagulação e/ou manifestações 
hemorrágicas em vísceras. Recebem o soro antilonômico (dose recomendada: 10 ampolas 
de 10 mL cada). 
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1.4- Coagulação sanguínea e atuação do veneno 
A coagulação se dá em decorrência da transformação do fibrinogênio (fator I) 
em fibrina insolúvel. O sistema de coagulação consiste em um conjunto de proteínas 
proteolíticas, proenzimas presentes no plasma que atuam umas sobre as outras, num sistema 
de cascata. Em cada etapa, o zimógeno de um fator de coagulação sofre uma proteólise 
limitada e é convertido numa protease ativa. Esta protease é capaz de ativar o fator da 
coagulação seguinte, até que, afinal, se forme o coágulo sólido de fibrina. O ponto crucial 
da cascata de coagulação é a ativação da protrombina (fator II) em trombina, sendo esta a 
protease que atua sobre o fibrinogênio. 
O sistema de coagulação é ativado em duas vias: via de deflagração e via de 
potencialização, as quais eram denominadas via intrínseca e via extrínseca, 
respectivamente. Na via de deflagração todos os fatores estão presentes na corrente 
sanguínea, já na via de potencialização tem-se o início da ativação do sistema pela ativação 
do fator VII a fator VIIa (fator ativado) por atuação de um fator que não está presente no 
sangue, o fator tecidual (TF), proveniente do subendotélio vascular. Porém, in vivo, esta 
divisão não ocorre, pois o complexo fator tecidual/ fator VIIa é um potente ativador de fator 
IX e fator X, fazendo a coagulação se desenvolver rapidamente (Colman et al, 1994).  
A via de deflagração inclui a ativação do fator XI pelo complexo cininogênio 
de alto peso molecular (Hka)/ fator XIIa. O fator XIa também converte o fator IX em IXa 
que por sua vez, associado ao fator VIIIa, PL e íons cálcio formam o complexo tenase, o 
qual converte fator X em Xa. O fator Xa mais o fator Va, PL e íons cálcio formam o 
complexo protrombinase, que converte a protrombina (fator II) em trombina (fator IIa). O 
fator Va atua neste complexo como cofator, possibilitando a formação de receptores para 
fator Xa na superfície de membranas (Tracey et al., 1981 e 1985; Nesheim et al., 1981). 
A trombina é uma proteína multifuncional, atuando em várias etapas da 
coagulação regulando positivamente ou negativamente o processo. A trombina converte 
fibrinogênio em fibrina por hidrólise e liberação de fibrinopeptídeos (FPA e FPB); ativa 
fator XIII (transglutaminase) que estabiliza o coágulo de fibrina por ligações cruzadas; 
ativa plaqueta, fator V, fator VIII e fator XI. Na presença de trombomodulina inibe o 
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processo, ativando a proteína C, o melhor anticoagulante natural, que degrada os fatores Va 
e VIIIa (Mann, 1994; Dibella et al., 1995) impedindo que a reação de coagulação ocorra, já 
que estas proteínas fazem parte dos complexos protrombinase e tenase respectivamente. 
A protrombina pode ser ativada por uma série de fatores exógenos, dentre os 
quais são encontrados vários ativadores presentes em venenos de serpentes. Os mais 
conhecidos são a ecarina, proveniente do veneno de Echis carinatus e o ativador de fator II 
do veneno de Oxyuranus scutellatus  (Rosing e Tans, 1991). O veneno de L. obliqua atua 
na cascata de coagulação ativando o fator X e fator II (Donato et al., 1998; Reis et al, 
2001a). Os locais de atuação dos componentes de L. achelous e L. obliqua na cascata de 
coagulação são apresentados na figura 3. 
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Figura 3- Cascata de coagulação sanguínea e ação dos componentes do veneno de L. 
obliqua (verde) e L. achelous (azul). (+): ativação; (-): degradação. Fonte: 
Marques, 1999. 
 
1.5- Bioquímica do fator X 
O fator X plasmático (FX) ou fator Stuart, uma serino protease dependente de 
vitamina k, circula como um zimógeno inativo de duas cadeias (Mr 17.000 e 49.000) 
unidas por ponte de dissulfeto. A clivagem se dá na seqüência Arg-Lys-Arg, situada nos 
resíduos 140-142, que é removida, gerando assim a cadeia leve (1-139) e a cadeia pesada 
(143-448). A ativação do fator X ocorre na ligação Arg52-Ile53 da cadeia pesada, liberando 
um fragmento peptídico de 52 aminoácidos (Mr 10.000-14.000) da porção amino terminal 
da cadeia pesada. 
O fator X é sintetizado como um pró-peptídeo que sofre subseqüentes 
clivagens, originando a proteína madura. A molécula deste fator possui múltiplos domínios, 
com estrutura tridimensional homóloga a outras proteínas vitamina K dependentes. Os 
domínios ricos em ácido γ-glutâmico (Gla) consistem de 40 aminoácidos, sendo cruciais 
nas interações dependentes de cálcio entre o fator e superfícies aniônicas de fosfolípides, 
essencial para a ativação do zimógeno. Os domínios Gla são ligados a domínios 
hidrofóbicos ricos em aminoácidos aromáticos, seguidos de dois fatores de crescimento 
epidermal (EGF), cada um com aproximadamente 40 aminoácidos. 
Dentro do domínio serino protease de proteínas K dependentes, localiza - se a 
tríade catalítica formada por Ser- His- Asp, formando o sítio ativo do mecanismo de 
catálise destas enzimas. O domínio serino protease do fator X e de outras proteínas 
vitaminas K dependentes é homólogo, na estrutura e seqüência de aminoácidos, à tripsina e 
quimotripsina.  
A cadeia leve do fator X humano apresenta sete domínios Gla, importantes para 
a ligação a membranas fosfolipídicas, com especificidade para hidrolisar a seqüência  
Ile-Glu-Gly-Arg, na presença de cálcio (Nelsestuen et al., 1976; Nelsestuen, 1976). 
O fator X sofrendo uma única clivagem peptídica na posição Arg51-Ile52 da 
cadeia pesada, torna-se ativado a fator Xa, passando a atuar como uma serino protease. O 
fator Xa é subseqüentemente convertido a fator Xaβ, pela hidrólise de uma ligação 
peptídica Arg-Gly na região carboxi-terminal da proteína, produzindo um peptídeo de Mr 
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4000 (DiScipio et al., 1977; Fujikawa et al., 1975; Jesty e Nemerson, 1974). In vitro não há 
diferença na atividade destas duas formas de FXa (Fujikawa et al., 1975; Jesty e 
Nemerson., 1974). 
O fator X pode ser ativado por várias proteases. Fisiologicamente as mais 
importantes são o fator IXa e VIIa (ou fator VII). O veneno Vipera russelli (RVV), uma 
metaloenzima que requer cátions divalentes, é usado para ativação do fator X in vitro 
(Fujikawa et al., 1974). 
A ativação do fator X pela via de potencialização ocorre através do complexo 
de ligação da membrana, onde atua o fator tecidual (TF), e a protease fator VIIa (ou fator 
VII) na presença de Ca2+. O TF liga-se ao fator VIIa ou fator VII, ativando-o rapidamente. 
Este complexo pode ativar tanto o fator IX como o fator X. Pela via intrínseca, ocorre a 
formação do complexo tenase, também dependente de Ca2+ e superfícies contendo 
fosfolípedes, proveniente da parede de plaquetas (van Diejen et al., 1981), monócitos, 
macrófagos (McGee e Li, 1991) e células endoteliais. Células endoteliais também possuem 
sítios de ligação específicos de alta afinidade para o fator IX e IXa, podendo ativar fator X 
na presença de fator VIII (Stern et al., 1983; Stern et al., 1985). 
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Tendo em vista a importância da síndrome hemorrágica causada pelo 
envenenamento por L. obliqua, o conhecimento incompleto sobre os mecanismos e fatores 
coagulantes e anticoagulantes do veneno, e a identificação de atuação do veneno na 
ativação da cascata de coagulação, o objetivo deste trabalho foi: 
• Purificar e caracterizar bioquimicamente a proteína do veneno de L. obliqua 
responsável pela atividade ativadora do fator X, um dos fatores 
procoagulantes do veneno. 
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Os dados obtidos com este trabalho foram publicados no artigo: 
“Purification and initial characterization of a novel protein with factor Xa 
activity from Lonomia obliqua caterpillar spicules.” 
Lilla S, Pereira R, Hyslop S, Donato JL, Le Bonniec BF e de Nucci G. 
Journal of Mass Spectrametry, 2005; 40: 405-12. 
Apresenta-se a seguir cópia do artigo. 
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Neste trabalho isolou-se uma proteína de 20745.7 Da do extrato de cerdas de  
L. obliqua. A proteína isolada apresentou atividade tipo fator Xa do sistema de coagulação. 
Com o uso de técnicas aplicadas a proteômica, foi determinada a sua seqüência de 
aminoácidos. Trata-se de uma proteína nova, ainda não seqüenciada, a qual apresenta uma 
grande identidade com outras proteínas da família das lipocalinas. 
A família de lipocalinas é constituída de pequenas proteínas do meio 
extracelular, caracterizadas por se ligarem a pequenas moléculas, principalmente 
hidrofóbicas, como retinol, por sua ligação a receptores de membranas específicos e 
formação de complexos covalentes e não-covalentes com macromoléculas solúveis. A 
principal função destas proteínas é o transporte de moléculas biológicas, atuando na 
manutenção e controle celular. Muitas lipocalinas participam da regulação da homeostase 
celular como a apoliproteína D e alfa-1 microglobulina (Flower, 1996; Flower et al., 2000). 
Lipocalinas de insetos podem induzir vasodilatação, reduzir inflamação e 
interferirem na agregação de plaquetas e coagulação do sangue (Montfort et al., 2000). Para 
a espécie Rhodnius prolixus foram caracterizadas nove proteínas de saliva com atividade 
anti-hemostática, sendo sete destas pertencentes à família das lipocalinas. 
Surpreendentemente, outras duas lipocalinas anti-hemostáticas foram isoladas de 
Rhipicephalus appendiculatus (Keller et al., 1993; Paesen et al., 1999) e de Triatoma 
pallidepennis (Fuentes-Prior et al., 1997). 
As proteínas anti-hemostáticas da saliva de Rhodnius prolixus são divididas em 
grupos característicos, sendo o um destes grupos constituído de quatro heme proteínas 
identificadas como lipocalinas, as quais são chamadas de nitroforinas (NP1-NP4), cada 
uma apresentando peso molecular em torno de 20 kD e três atividades distintas.  
São capazes de estocar e transportar óxido nítrico (NO), que quando liberado no tecido 
alvo, mediado pela enzima guanalato ciclase solúvel, no hospedeiro, resulta em uma 
cascata de sinais, causando relaxamento do músculo liso e vasodilatação (Bredt e Snyder, 
1994; Schmidt e Walter, 1994; Ribeiro e Nussenzveig, 1993). As nitroforinas também 
seqüestram a histamina, um agente mediador de reações inflamatórias e resposta imune, 
liberada pelas células do hospedeiro (Levy, 1996; Mannaioni et al., 1997; Ribeiro e Walker, 
1994; Weichsel et al., 1998). A terceira atividade, desempenhada apenas pela NP2, 
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chamada de prolixin-S, é a inibição da via intrínseca da cascata de coagulação, impedindo a 
conversão do fator X em fator Xa (Zhang et al., 1998; Sun et al., 1996; Ribeiro et al., 1995; 
Hellman e Hawkins, 1965). 
Um outro grupo de proteínas da saliva de Rhodinius consiste de três fatores 
anticoagulantes, chamados de RPAI 1-3, de “Rhodinius prolixus aggregation inhibitors”. 
Estudos indicam que estes fatores interferem com a ligação de plaquetas ao colágeno. 
Apresentam o peso de aproximadamente 19 kD e, através de clonagem e caracterização, 
baseado na homologia de suas seqüências, aparentemente também são lipocalinas 
(Francischetti et al., 2000). 
As lipocalinas são proteínas tipicamente pequenas, com 160 a 180 resíduos de 
aminoácidos, caracterizada pela homologia e conservação de regiões específicas  
nas suas seqüências, apresentando em sua estrutura secundária folhas β antiparalelas, 
formando oito cordas β (“β – strands”), que se arranjam formando uma espécie de cálice ou 
barril achatado capaz de ligar pequenas moléculas hidrofóbicas no seu interior  
(Flower, 1995; Flower, 1996; Flower et al., 2000). 
A maioria das lipocalinas isoladas de insetos possuem um peso molecular de 
aproximadamente 20 kDa, assim como a proteína que se isola do extrato de cerdas de  
L. obliqua. Dentre estas se encontram a biliverdin-binding protein, isolada de hemolinfa de 
larvas de Papilio xuthus L., saturnídeo, com peso molecular estimado em 21 kDa 
(Yamanaka et al., 2000), e as blue - proteins (inseticianinas) da hemolinfa e tegumento de 
larvas de Rhodinia fugax (saturnideo), com peso molecular de 23 e 24 kDa, as quais 
apresentam seqüência com cerca de 50% de identidade com biliproteínas de outros 
lepidópteros (Saito, 1998). 
As lipocalinas são encontradas predominantemente em organismos 
eucarióticos, principalmente em vertebrados, embora foram identificadas também em 
outros filos. Fora dos vertebrados, o filo melhor exemplificado é o artropoda. A existência 
de lipocalinas procarióticas traz profundas implicações no entendimento da evolução destas 
proteínas (Flower et al., 2000; Sanchez et al., 2003). Apresentam grande variação estrutural 
e remarcada diversidade funcional, dentre e entre as espécies (Flower, 1996). 
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